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La leptospirosis es una enfermedad zoondética con gran potencial epidémico. La misma puede
presentarse con una amplia variedad de manifestaciones clinicas desde una forma leve o gra-
ve, e incluso fatal si no es detectada a tiempo. En las Ultimas décadas, la deteccién del ADN
leptospiral por PCR, ha tomado gran importancia por su alto poder discriminatorio, reproducibi-
lidad y facil interpretacion.

El objetivo de este trabajo fue comparar 4 PCRs de tiempo final, con el fin de evaluar su aplica-
cion para la deteccién del ADN leptospiral de especies patdgenas. Las PCRs utilizadas fueron
las dirigidas a los genes lipl32, secY/flaB, ligBpet y ligBct.

Para la estandarizacion de las pruebas moleculares se us6 un total de 17 cepas de leptospiras
patdégenas de las especies L. interrogans, L. borgpetersenii, L. weilii y L. kirschneri; 2 cepas
intermedias de las especies L. fainei y L. licerasiae, y 1 cepa no patdégenas de la especie L.
biflexa, pertenecientes a la coleccién del Laboratorio de Leptospirosis de INTA Castelar (Centro
de referencia de la OIE), Buenos Aires, Argentina.

Los cultivos se mantuvieron durante 7-10 dias a 30°C en medio EMJH. La extraccion del ADN
leptospiral se llevé a cabo utilizando 20uL del cultivo y 150uL de resina Chelex-100. Se incubé
a 56°C durante 20 min y a 100°C durante 8 min. Finalmente se preservé a -20°C hasta su uso.
Cada PCR fue llevada a cabo segun los protocolos estandarizados. El analisis de la integridad
del ADN se realizé6 mediante electroforesis en gel de agarosa al 1% en buffer TAE 1x.

El tamafio del amplicén de cada PCR fue estimado utilizando un marcador de 100pb. La corrida
se realiz6 mediante electroforesis en gel de agarosa al 2% durante 1h a 90v.

La deteccién del ADN leptospiral de las cepas patégenas fue del 100% en todas las PCRs. No
se obtuvo amplificacién en las especies sapréfitas e intermedias utilizadas en el ensayo. Ade-
mas, en este ensayo se utilizaron 2 PCRs desarrolladas en nuestro laboratorio, dirigidas a dife-
rentes regiones del gen ligB (ligBpet y ligBct), con el fin de observar la concordancia de los
resultados con las PCRs dirigidas a los genes lipl32 y secY/flaB, comunmente utilizadas para el
diagndstico de la enfermedad.

Si bien las 4 PCRs, han logrado detectar los genes de especies patégenas en las cepas utiliza-
das, es importante remarcar que las PCRs de diagndstico deben ser especificas para evitar
llevar a falsos positivos ante el diagndstico en casos sospechosos de leptospirosis. También es
necesario destacar la importancia del desarrollo y actualizacién de nuevos métodos de detec-
cién molecular usados para el diagnéstico en muestras clinicas de esta especie tan divergente.
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